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研究成果の概要（和文）：細胞バンクに純粋株として登録されている、ヒト由来急性骨髄性白血
病細胞からナノバクテリアを分離した。分離したナノバクテリアの培養諸特性を解析し、最適
な培地を設定した。最適培地を用いてナノバクテリアを模擬微小重力培養し、最適化した結果、
ナノバクテリアを高濃度に培養することが可能となった。本法はナノバクテリアの迅速検出法
としても活用可能であった。本研究で用いたナノバクテリアはナノバクテリア様結晶と異なる
諸特性を示した。 
 
研究成果の概要（英文）：Nanobacteria were originally isolated from the human leukemia cell line. 
After various investigations, the optimal component of the medium for culturing nanobacteria was 
determined. The nanobacteria could be cultivated at high density under low-shear modeled microgravity 
with optimal medium (this culture method could be used for detecting nanobacteria quickly). The 
various characteristics of nanobacteria used in this study were different from the nanobacteria-like 
crystal. 
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１．研究開始当初の背景 
 1998 年にKajanderとCiftcioglu1) は動物細胞
内でバクテリアに似た 20〜200 nmのサイズ
の微粒子が増殖している状態を見出し、“ナノ
バクテリア”と名付けた。また、ナノバクテリ
アは周囲にリン酸カルシウム（あるいはハイ
ドロキシアパタイト）の殻を形成することか
ら腎結石の形成に関与している可能性を示
唆した（実際に腎結石の内部でナノバクテリ
アが観察された）。 
 これに対し、(a) KajanderとCiftciogluの報告
には実験ミスが含まれている、(b) ナノバク
テリアが抗菌剤や加熱処理に対して著しく
強い耐性を示す、(c) 直径が 20〜200 nmのサ
イズの微粒子では生命維持に必要な構成成
分を保持することは困難である、等の点が指
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摘され、「ナノバクテリアは生物ではなく微
粒子結晶である」という反論が 2000年にCisar
ら2)により出された。これ以降、現在に至る
まで世界中で “ナノバクテリアは生物である
か無生物であるか？” という論争が医学分野
を中心に続いてきている。さらにヒトの様々
な組織でナノバクテリアが観察されており、
各種の疾患（腎結石、動脈瘤、卵巣癌など）
との関連や感染の可能性が数多く報告され
ている。 
 近年, MartelとYoung3)により, ナノバクテ
リアはタンパク質と無機物の相互作用によ
り生成した結晶であるという無生物説 (結晶
説) が報告され, 現在, 世界のナノバクテリ
アをめぐる見解は無生物説に大きく傾いて
いる。 
 このような現状の中、申請者は細胞バンク
に純粋株として登録されている、ヒト由来急
性骨髄性白血病細胞の培養過程でナノバク
テリアを見出し、分離培養を試みた結果、ナ
ノバクテリアは増殖し、継代培養も可能であ
った。また、医学分野で話題になっているナ
ノバクテリアと複数の共通性が認められた。
そこで、このナノバクテリアを用いて本研究
を実施した。 
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２．研究の目的 
 医学分野でナノバクテリアは各種疾患と
の関連が示唆され注目されているが、生物で
あるか無生物であるか確定されていない等、
未解明な部分が多い。 
 本研究ではナノバクテリアの研究を高度
に推進させることを目指し、申請者が実験を
通して見出した、細胞バンク登録株中に共存
している数百 nm のサイズを有するナノバク
テリアを研究対象に、培養特性の解析（未解
明なナノバクテリアの諸性質の解明）および
高濃度大量培養法の開発を行った。さらに、
本研究で得られた知見を活かし、ナノバクテ
リアの迅速検出法（分離法）の開発を試みた。 
 
３．研究の方法 
(1) ナノバクテリア培養特性の解析と高濃度
大量培養法の開発 
 申請者が見出した、細胞バンク登録株中に
共存している数百 nmのサイズを有するナノ
バクテリアを研究対象に、効率的培養を実現
するために、培地成分（各種の培地、各種の
血清など）および培養条件がナノバクテリア
の増殖に及ぼす影響の解析を行った。得られ
た知見に基づき最適培地を設定した。 
 Synthecon 社 (TX, USA) 製の細胞回転培養
装置を用いてナノバクテリアの模擬微小重
力培養を実施し、諸特性の解析を行った。得
られた結果に基づき高濃度大量培養法の開
発を試みた。 
 
(2) ナノバクテリアと NBC（ナノバクテリア
様結晶）との諸特性の比較 
 MartelとYoung3)の方法に従ってNBCを作成
し、様々な培養特性や抗生物質や抗菌剤に対
する応答性をナノバクテリアと比較解析し
た。 
 
４．研究成果 
(1) ナノバクテリアの培養特性の解析と最適
培地の設定 
 ナノバクテリアは 10% FBS (Fetal bovine 
serum) を含む RPMI 1640 培地において緩や
かに増殖し、継代培養が可能であった。図１
に申請者が分離培養したナノバクテリアの
電子顕微鏡写真を示す。 
図 1. ナノバクテリアの SEM 写真 
 
 ナノバクテリアは直径数百 nm の球桿菌状
(A)
(B)
の粒子であり、その表層はハイドロキシアパ
タイト(Hydroxyapatite) を主成分としている
ことが明らかとなった。 
次に、培地成分と血清成分に注目し、ナノ
バクテリアを効率的に増殖させるための培
地組成の検討を行った。15 種類の動物細胞用
培地、昆虫細胞用培地、微生物用培地および
植物細胞用培地を用いてナノバクテリアの
培養を試みた結果、昆虫細胞用の Schneider’s 
培地でナノバクテリアの増殖が最も促進さ
れた。また、哺乳類、鳥類、魚類を含む 10
種類の血清を用いてナノバクテリアの培養
を行った結果、ヒト血清を使用した場合、ナ
ノバクテリアの増殖が最も促進された。さら
に、ナノバクテリアの表層がハイドロキシア
パタイトを主成分としているという点に注
目し、ハイドロキシアパタイトの合成成分の
不足がナノバクテリアの増殖の律速因子と
なっているのではないかと考え、常温常圧で
のハイドロキシアパタイト生産に用いられ
ている擬似体液 （SBF）がナノバクテリアの
増殖に与える影響を評価した。その結果、培
地中に SBF を 20%の濃度で加えた場合に最
もナノバクテリアの増殖促進効果が認めら
れた。 
 得られた知見を基に、ナノバクテリアの最
適培地（Schneider’s 培地 + 10% ヒト血清 + 
20% SBF）を設定し、ナノバクテリアの培養
を行った結果、通常使用している  [RPMI 
1640 培地 + 10% FBS] の約 5 倍の増殖量を
示し、ナノバクテリアの効率的な培養が可能
となった（図２）。 
図２. 各種培地におけるナノバクテリアの 
    増殖量の比較 
 
(2) 模擬微少重力培養法を用いたナノバク
テリアの効率的培養 
  [ RPMI 1640 + 10% FBS ]を用いてナノバ
クテリアを 3 日間、模擬微小重力培養した結
果、静置培養と比較して約 3 倍の増殖量を示
した。これは、静置培養を約 20 日間行った
場合のO.D.400値と同等であった。この結果よ
り、ナノバクテリアを模擬微小重力培養する
ことにより、効率的にナノバクテリアを得る
ことが可能になった。 
 次に、ナノバクテリアの最適培地を用いて
ナノバクテリアの微小重力培養を行った結
果、ナノバクテリアは通常の培養の約 15 倍
の増殖量を示した（図３）。 
 
図３. 各種培地を用いた通常重力培養（Black bar）
と模擬微少重力培養（White bar）におけるナノバ
クテリアの増殖量の比較 
 
 種々の培養条件で得られたナノバクテリ
アを回収し、接種濃度を合わせ、条件を統一
して再培養した場合、ナノバクテリアの増殖
量に有意差は見られなかった。この結果より、
種々の条件で培養したナノバクテリアの培
養特性は類似していることが示唆された。 
 さらに、模擬微小重力培養の過程で培地を
交換することにより、ナノバクテリアの高密
度培養を試みた結果、 [Schneider’s 培地  + 
10% ヒト血清 + 20% SBF ] を使用した培養
12日目の増殖量が、通常使用している [RPMI 
1640 培地 + 10% FBS ] で静置培養を行った
場合と比較して、約 40 倍の値を示した。ま
た、微小重力培養に使用しているベッセルを
50 ml 容にすることで、一度に回収できるナ
ノバクテリアの量を増大させることができ
た。 
 なお、本研究で開発した効率的培養法は、
ナノバクテリアの迅速検出法としても活用
可能であった。また、ナノバクテリアの簡便
な長期間保存法も確立することができた（保
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存の妥当性はナノバクテリアの再培養により評
価した）。 
 
(3) ナノバクテリアと NBC（ナノバクテリア
様結晶）との諸特性の比較 
 近年、MartelとYoung3)により、ナノバクテ
リアはタンパク質と無機物の相互作用によ
り生成した結晶（NBC）であるという報告が
なされ、現在、ナノバクテリアは生物ではな
く結晶であるという説（結晶説）が有力視さ
れている。そこで、MartelとYoungの方法3)に
従い、NBCの作製を行い、ナノバクテリアと
諸特性の比較を行った。作成したNBC は、 
ナノバクテリアと同様にリンとカルシウム
を多く含む、 直径数百nmの微粒子であった。
また, NBCを 10% FBSを含むRPMI1640 培地
で培養したところO.D.400の増加が認められ
た。しかしながら、NBCの倍加時間はナノバ
クテリアの倍加時間 (約 3 日間) と大幅に異
なった。また、継代培養を繰り返すとナノバ
クテリアは常にサイズが一定なのに対し、
NBCではサイズの大幅な増加や微粒子表面
に花弁状の形態が観察され、両者の性質の違
いが示された。さらに、切片を作成し、TEM
を用いて観察を行った結果、ナノバクテリア
には内部に生物構造が見られたのに対し、
NBCでは生物構造は認められなかった。 
 次に、培地成分がナノバクテリアと NBC
に及ぼす影響を比較した。ナノバクテリアは
Schneider’s 培地で培養を行った際に増殖が促
進され, またサケ血清やヒト血清を添加する
ことで増殖がさらに促進された。しかし、
NBC は種々の培地や血清を用いても増加量
の変化は認められなかった。また, SBF を培
地に添加したところ両者ともに増殖 (あるい
は増加) が 20%促進された。 
 模擬微小重力培養がナノバクテリアと
NBC に及ぼす影響を比較した。ナノバクテリ
アでは通常の約 5 倍に増殖が促進されたのに
対して、NBC では増加が促進されなかった。
また, ナノバクテリアと NBC の嫌気培養を
行ったところ, ナノバクテリアは溶菌したの
に対して、NBC では溶解は認められなかった。 
 抗生物質や抗菌剤がナノバクテリアと
NBC に及ぼす影響を比較した。種々の抗生物
質や抗菌剤について検討を行った結果、
etidronic acid を添加することで、両者の増殖 
(あるいは増加) を長期的に抑制できること
が示された。しかしながら、ナノバクテリア
と NBC の MIC 値は大きく異なった。 
 以上の結果、ナノバクテリアとNBCは形態
や含有成分、SBFに対する応答性など一部の
性質は共通していたが、培地成分や培養法に
対する増殖 (あるいは増加) 量には違いが見
られた。この結果より、ナノバクテリアと
NBCの異なる特性を有することが示され、
MartelとYoungの結晶説3)ではナノバクテリア
を十分に説明できないことが示唆された。 
 上述で得られた両者の特性の違いを活用
することにより、ナノバクテリアと NBC が
混合した状態で、個々の濃度を推算する方法
を開発した。 
 申請者は、国内外のナノバクテリア研究で
用いられている試料には、ナノバクテリアと
NBC が混在したものがあるのではないかと
考え、ナノバクテリアと NBC の混合培養を
検討した。その結果、混合培養条件下では、
ナノバクテリアの増殖が抑えられ、NBC が優
先化して増加することが明らかとなった（こ
のことがナノバクテリアの生物説と無生物
説を混沌とさせてきた要因の一つであると
考えられた）。 
 本研究で得られた種々の知見は、今後、ナ
ノバクテリアの研究の推進に大きく貢献す
る事が期待できる。 
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